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Verfahren zum Erkennen von Karzinomen und Testkit zur DurchfQhrung des ■ 
Diagnoseverfahrens • 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren ziim Erkennen von Karzinomen, insbesondere 
von Tumoren im Uterus, und einen Testkit zur DurchfOhrung des Verfahrens. Sie 
betrifft weiterhin ein Verfahren zur Bestimmung maligner transformation von Zellen 
und seiner Nutzung fur die Diagnosestellung und Einschatzung eines Tumors und 
zur Bestatigung einer Tumorprognose. 

Es ist bereits bekannt, humanes.Choriongonadotropin (hCG) ais Krebsmarker zu 
nutzen. Dem.liegt die Erkenntnis zugrunde, daft hCG ais ein natQrliches Hormon 
des menschlichen Korpers im Schwangerschaftstest nachgewiesen wird. Liegt 
^eine Schwangerschaft vor, deutet eine erhohte hCG-Konzentration auf eine Krebs- 
^rkrankung hin. 

Das der Erfindung zugrunde liegende hCG-Hormonmolekul ist ein Glykoprotein, 
bestehend aus zwei Uhtereinheiten ocCG und phCG in nichtkovalenter Bindung (1). 
Wahrend der Schwangerschaft sezerniert der Trophoblast grSBere Mengen hCG- 
Dimer und freie aCG- und phCG-MolekQIe in das Blut. Aber auch in einigen nicht- 
trophoblastaren Geweben gesunder Menschen wird hCG und/oder seine Unter- 
einheiten in geringen Mengen exprimiert (2-6). Deshalb kOnnen im Serum hCG- 
Konzentrationen von hCG bis 1000 pg/ml und von.0hCG.bis 100 pg/ml in nicht- 

Ischwangeren gesunden Personen beobachtet werden (7, 8). Hohere phCG- 
(erumwerte deuten auf einen gonadalen oder nicht-gonadalen Tumor hin und 
:ennzeichnen eine ungiinstige Prognose, wie bei Lungen-, Blasen-, Prostata-, 
Colon-, Nierenzell- und Mammakarzinom beschrieben (5, 9-13). Wahrend das 
aCG-Molekul durch ein einziges Gen auf dem Chromosom 6q21.1-q23 codiert 
wird, wird phCG durch sechs nicht-allele. Gene phCG 8 (B8), P7, p5, p3, p1 und 
p2 ais. einem Gencluste.r auf dem Chromosom 1 9q1 3.3 codiert. Ein weiteres 



phCG-Gen pe.ist ein Allel von p'7 mit Differenzen in der 5*- nichttranslatierten 
Sequenz des Promptorgens (Exon 1des phCG). Nur die Gene p8, p7, p6, p5 und p3 
codieren ein BhCG-PrbteinmolekQI von 145 Aminosauren (Exon 2 und Exon 3). 





Wahrend 05, p8, und p3 an Position 117 (Exon 3) der Aminosauresequenz Aspartat 
(Asp) codiert, bildet p7 und pe dort Alanin (Ala). Die Gene pi und p2 konnen zwar 
auch in einigen Geweben transkribiert werden, codieren aberein Protein von nur 
1 32 Aminosauren mit unterschiedlicher Sequenz zum phCG (14-16). 

Wahrend im Trophoblast fast ausschlielJIich hCG p5, p8 und P3 exprimiert und trans- 
latiert wird, wird in einigen normalen, nicht-trophoblastaren Geweben (Mamma, Lun- 
ge, Prostata, Skelettmuskulatur, Blase, Colon, Uterus u. a.) nur hCG p7 und p6 in 
geringem Level translatiert (17). Andererseits scheint im neoplastischen Trophoblast 
jetzt verstarkt hCG p7, p6 und in einigen neoplastischen nicht-trophoblastaren Ge- 
weben zusatzlich hCG p5, p8 und p3 exprimiert zu werden. 

der Vergangenheit sind verschiedene Studien mit dem Ziel durchgefuhrt worden, 
die phCG-Transkripte in verschiedenen normalen und neoplastischen Geweben 
nicht trophoblastarer Herkunft teils in semiquantitativer Methode nachzuweisen 
(5, 11, 12, 18). Diese Methoden zeigen. daB P7, p5, ps und p3 in normaler Plazenta 
(19), normalen. Testes (6), aber auch neoplastischen Testes (20) und neoplastischem 
Blasengewebe (21) transkribiert, aber zwischen p7 spwie p5, p8, p3 in den verschie- 
denen Studien nicht unterschieden wird. 

In einer Arbeit (9) wird die Anwesenheit von p7 im normalen und von p8, p5, p3 in 
malignem Vesikelgewebe dureh spezifische Restriktionsenzyme fOr die Erkennung 
" nzelner Transkripte nachgewiesen. 

Eine weitere Arbeit bestimmt die Oberexpression von p5, P8, p3 im maligne trans- 
formierten nicht-trophoblastaren Gewebe durch den ermittelten Transformations- 
index, bestehend im Verhaltnis zwischen der Expression von p5, p8, p3 zur Gesamt- 
expression aller phCG-Gene im selben Gewebe. Er wird mit Primern zwischen Exon 
2 und Exon 3 erfa&t, die die Punktmutation C117 in der C-terminalen Region des 
PhCG im Exon 3 erkennt (17). Bisher wird diese Punktmutation Asp - Ala in Position 
117 der fthCG-Aminosaure-Ketten im genannten Quotient als diagnostischer Para- 
meter der neoplastische Transformationen genutzt.- 



Tumoridentifizierung durch Analyse der Sekretionsprodukte, insbesondere der 



Nutzung des hCG als Indikator fur eine Krebserkrankung, zeigt eine franzdsische 
Arbeitsgruppe bereits 1996. Beschrieben wird von Bellet et a!. (Cancer Research 57; 
516-23, February 1, 1997), dad die B-Kette von hCG durch vier nicht-ajiele (ihCG- 
Gene codiert wird. Zu den wesentlichen Erkenntnissen geh6rt, daB die maligne 
Transformation nicht-trophoblastaren Gewebes stets mit der Expression von hCGp- 
Genen verbunden ist, die im Trophoblast normal transkribiert werden. Die Erfor- 
schung der phCG-Gene, die durch nicht-trophoblastares Gewebe exprimiert werden, 
fuhrt zu dem Ergebnis: normales nicht-trophoblastaresGewebe exp'rimiert nur phCG- 
Gene vom Typ I (hCd p7, p6), wahrend nach maligner Transformation auch phCG- 
Gene vom Typ II (hCG p7, p6) exprimiert wird. Der dazu verwendete CG117-Assay 
ist empfindlich genug, spezifisch eine auch nur gerjnge Menge vom ph.CG-Transkript 

|des Typs II zu erkennen, wodurch es mSglich ist, Tumorgewebe im Umfeld von nor 7 

pnalem Gewebe zu identifizieren. 

In US-PS 6,194,1,54 wird ein Verfahren zur Bestimmung der malignen Transforma- 
tion humaher Zellen beschrieben, das die Oberexpression von Ii3, Q>5, B8 und B9 
mRNA, welche die hCG-B-Kette codieren, mit deren Expression von (17, (16 in nicht- 
malignen Zellen vergleicht. Bestimmt wird auch. die Steigerung der mRNA- 
Expression von B3, Ii5 v Ii8 und B9-Genen im Verhaitnis zur Gesamt-p- 
Genexpression in den malignen Zellen. Weiterhin wird ausgefuhrt, dafi die Punktmu- 
tation in der mRNA-lslukleotidsequenz Position 775 fQr p5, p8, p3 eirt A und fflr p7, p6 
ein C anzeigt und in der Aminosaureposition 1 17 somit Aspartat oder Alanin codiert. 
uf dieser Basis baut sich ein Testkit auf, der Verbreitung 
funden hat. 

WO 0190344 nimmt Bezug auf den Promotor, Enhancer und andere Regulatoren, 
welche die Expression des Proteins phCG im testikularen Carciriom kontrollieren. 
Weiterhin erfolgen Ausfuhrungen zur Gentherapie unter Einschleusung von Pro- 
motorgen-phCG-DNA in verschiedene Zellen, z.B. in Liposomen. Das phCG-Protein 
wird in verschiedenen Tumorgeweben als diagnostischer Parameter verwendet. . 
Die Erfindung liefert ein Modell fQr' tumorspezifische Gentranskription speziell eines 
neuen Promotors phCG, der nur in verschiedenen Tumorgeweben aktiviert wird, 
einschlielilich, aber nicht begrenzt auf das testikulare Karzinom. Die Erfindung 
schlieSt die Analyse tumorspezifischer Aktivitat durch Reportergene (Promotor- 



sequenz mit Reportergen wie Fluoreszeiri o.dgl.) ein. 

Trotz intensiver Anstrengungen der Forschung ist es bisher nicht befriedigend . 
gelungen, eine zuverlassige Diagnose eines Uteruskarzinoms zu stellen, die eine 
falsch-Ja-Entscheidung venrrieidet. Der im Handel befindliche Testkit sichert dies 
nicht ausreichend. 

Der bekahnte Testkit .beruht auf der'Detektion einer einzigen Aminosaure in Position 
1 17, in der Alanin gegen Aspartat ausgetauscht ist. 

Die Erfindung hat das Ziel, ein Verfahreri zur Tumordiagnostik anzugeben, das 

Izuverlassig arbeitet, den Patienten nur gering belastet und einfach und schnell 
m seiner Durchftihrung ist. 

Die Erfindung hat die Aufgabe, einen tumorspezifischen Indikator aufzufinden und 
zu detektieren, der den Nachweis einer Krebserkrankung mit geringer Fehlerquote 
ermoglicht. Ein Testkit soil die DurchfQhrung der Bestimmung slchern. 

Es wurde gefunden, dad in einigen neoplastischen nicht-trophoblastaren Geweben 
verstarkt hCG p5, p8, p3 und im neoplastischen Trophoblast zus.atzlich hCG p7, p6 
exprimiert werden. 

i ■ < 

Der Erfindung liegt die wissenschaftliche Erkenntnis zugrunde, daB ein zuveriassiger 
■pdikator fQr das Vorhandensein und das Wachstum von Tumorzellen die Bewertung 
^es.AnteHs exprimierter 5'-nichltranslatierenden Promotorsequenzen des phCG (E- 
xon 1) von phCG-Gen p7, p6 zu p5, p8, p3 darstellt, die sich in diesem Gen- 
ausschnitt in einer Vielzahl von Nukleotiddifferenzen unterscheiden. 

Im Unterschied zur Mutation eines einzigen Nukleotides im Codons 117 des vorbe- 
schriebenen C1 17-Assays (Exon 3) differieren die phCG-Gene p7, p6 zu denen 
von 65, p8, p3 in diesem Genabschnitt des phCG-Promotorgens (Exon 1) in einer 
hohen Anzahl von Nukleotiden, zwischen Gen 5 und Gen 7 mit n=20 und mit den 
gewahlten Primem n=12. Auflerdem wird mit dem eiribezogenen Exon 1 der 
moglicherweise verfalschende Anteil der Genexpression hCG pi und p2 fQr die 
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Gesamfexpression aller phCG-Gene verhind.ert (22). 

Die Erfindung wird durchgefQhrt, wie in Anspruch 1 beschrieben. Sie wird nachste- 
hend an Ausfllhrungsbeispielen naher enautert, ohne auf dieses beschrankt zu sein. 

AusfQhrungsbeispiel 1 

Dem Patienten wird'zur Diagnostik Gewebe entnommen und in Flussigstickstoff 
gelagert. Zur Analyse wird nach Ultra Turrax-Gewebehomogenisierung eine Titai 
RNA-Extraktion durchgefQhrt, nachfolgend eine RT.PCR am Thermocycler mit 
fluoreszenzmarkierfem Primerpaar. Die Gesamt-BhCG-Expressiori p5, p3 und 
phCG P7, P6 Qber Exon 1, Exoa 2 und Exon 3 wird erfaftt (Primer 1 und 2). Es 
hlieftt sich eine nested PCR mit fluoreszenzmarkierten Primern jeweils fQr den 
PhCG P7, P6- und den phCG B5, Off. B3-Anteil an (Primer 4 und 2 resp. Primer 3 
und 2). Die Fluoreszenzmessung der cDNA-Amplifikate erfolgt am DNA-Sequencer 
ABI 373A Oder vergleichbaren GerSten. 



Die quantitative Auswertung mjt der Software Genescan 672 Fragment Analysis 
bildetden Quotienten aus hCG P5, pa. P3zu hCG p7, P6 plus hCG P5, 08, p3. 
Eine Quotient nahe 0 zeigt Nprmalgewebe an, ein Quotient > 0 bis V weist auf neo- 
plastischas Gewebe hin. 

^s kann davbn ausgegangen werden, daB die Anwesenheit von hCG P5, pg, P3 der 
pdikator fQr eine Tumorerkrankung darstelit. Das Vorhandensein von hCG pe'und p7 
zeigt das Gegenteil an: eine nicht-trophoblastare Tumorerkrankijng kann ausge- 
schlossen. werden. Von besonderer Bedeutung ist der.Fakt, daft mit der phCG- 
Diagnostik aggressive Tumore erkannt werden, so dali die Diagnose einen Therapie- 
hinweis gibt. Zu beachten-ist, daS hCG p6 im wesentlichen durch hCG p7 reprasen- 
tiert wird (vier NukJeotiddifferenzen im Exon 1). Die Untersuchungen werden vorteil- 
haft im Endometrium durchgefQhrt, urn hier Karziriome frQhzeitig zu erkennen. Die 
Gewebeproben konnen analog der der Methode der fraktionierten Abrasio gewonnen 
werden. 



Ausfuhrungsbeispiel 2 

Tumorgewebe (50 -.200 mg) wird sofort nach Ehtnahme in FlOssigstickstoff ein- 
gefroren. FQr die Untersuchung der drei exprimierten Anteile hCG p8, p5, p3 und 
hCGp7, p6 sowie Gesamt-phCG wird die Total-RNA mit Trizol extrahiert und etwa 
1 pg der RNA fOr 60 min bei 42° C unter Standardbedingungen und Einsatz von 
Oligo-dJ(^ 5)-Primer reverse-transkribiert, 

» . 

Zur quantitativen Bestimmung der drei obengenannten phCG-Expressionsanteile 
wird die Real time-PCR am Light Cycler (Roche) oder vergleichbaren Geraten 
anderer Firmen fur die Amplifikation der Tumor-cDNA eingesetzt. Fur die Syhthese 
^er RNA-Standards der drei phCG-Expressionsanteile p8, p5, p3 sowie p/, p6 
^nd Gesamt-phCG werden die drei Kalibrationsfragmente unter Standard-PCR- 
Bedingungen aus Turaor-cDNA amplifiziert. DafOr werden wiederdie drei genanpten, 
jetzt unmarkierten phCG Typ II-, phCG Typ I- und Gesamt-phCG-spezifischen 
forward-phCG-Primer (Primer 1, 3 und 4) mit dem gemeinsamen reverse-phCG- 
Primer (Primer 2) benutzt. Die erhaltenen PCR-Produkte werden im Plasmid-Vector 
pGEM-T geklont. Unter Verwendung der T7- und Sp6-Promotoren der pGEM-T- 
Vectors dieht das Plasmid als Template fOr die in vitro-Bildung von RNA entspre- 
chend des Herstellerprotokolls. Die gebildeten Standard-RNA werden gereinigt und 
seine Konzentratjon vermessen. 

ie Real time-PCR-Amplifikatiori am Light Cycler (Roche) bestimmt die Anzahl 
bildeter Genkopien fur die zwei genspezifischen phCG-Expressionsgruppen 
Typ II (p8, P5, p3) und Typ I (p7, p6) sowie Gesamt-phCG im Tumorgewebe und ' 
in den RNA-Standards. Die PCR-Reaktion erfolgt im 20 (Jl-Reaktionsvolumen in 
den Endkonzentrationen von 1 x PCR-Puffer yon 50 mM Tris-HCI (pH 8,3), 200 uM 
dNTPs, mit 0,5 uM der jeweils spezifischen forward- und reverse-phCG-Primer, 
4-5 mM MgCI 2 , 0,5 U Taq Polymerase, SYBR Green I mit 1:3000 der Stammldsung 
(Molecular Probes) und 1 ul der Templates (Tumor-cDNA oder Standards bekannter 
Konzentration). 

Die Erfiridung beansprucht auch die Real time-Messung als one tube-RT-PCR oder 
die Verwendung anderer Methoden zur quantitativen Erfassung der Expression 
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spezifischer Genkopien neben SYBR Green I, wie zum Beipiel der Einsatz von 
genspezifischen Oligonukleotiden als Hybridisierungsproben mit unterschiedlichen 1 
Farbstoff- oder Fluoreszenzmarker-Anbindung (TaqMan, FRET, Beacon). ' 

i 

AusfQhrungsbeispiel 3 ' . ' 

V 

Nutzung von Methdden: Gewebeentnahme zur Diagnostik, Lagerung in FIQssig- 
stjckstoff, RNA-Extraktion (23), RT-PCR mit fluoreszenzmarkiertem Primerpaar - 
Erfassung der Gesamt-fthCG-Expression p 5 , P 8, 63 und p 7 , p 6 Qber ExoM < 
Exon 2 und Exon 3, nested PGR mit fluoreszenzmarkierten Primem jeweiis fQr den 
B7, p6- und p5, p8, p3-Ante.l; quantitative Auswertung ais Quotient von P 5 P 8 P 3- 
^nteii zu 67, p 6 - plus P 5, 08, p3-Anteil fur die Bewertung des neoplastischen nicht- 
Jophoblastaren Gewebes, Ergebnis 0 bei Normalgewebe und Ergebnis > 0 bis 1 
bei neoplastischem Gewebe im AusfQhrungsbeispiel 1; absolute quantitative Aus- 
wertung derexprimierten Kopienzahlen fOr die genspezifischen phCG-Amplifikate 
P5, ,P8, p 3 sowie P 7, p 6 und Gesamt-phCG nach Real time-RT-PCR im Vergleich 
zu phCG-sequenzspezifischen Kalibratoren fQr die Bewertung des normalen und - 
neoplastischen Gewebes im Ausfuhrungsbeispiel 2. 

Nutzung von Geraten und Material: Gewebe in FlOssigstickstoff, Ultra Turrax- 
Gewebehomogenisation, Trizol-RNA-Extraktion, RT-PCR am Thermocycler 
Fluoreszenzmessung des cDNA-Amplifikates am DNA Sequencer ABI 373A Soft- 
ware Genescan 672 Fragment Analysis zur Auswertung, FlOssigstickstoff, Trizoi 
NA-Synthese-Kit, PCR-Amplifikationskit, phCG-Primer fur Gesamt-phCG- 
mplifikation und nested PGR for p 5 , P 8, p 3 und P 7, p 6 , zum Teil fluoreszenz- 
markiert. 



Beschreibung der Methode fQr AusfQhrungsbeispiel 1 : 

Extraktion der Gesamt-RNA: Das Gewebematerial wird sofort nach Entnahme in 
Fluss.gstickstoff eingefroren. Die Gesamt-RNA wird mit der Methode nach Chomc- 
zynski und Sacchi (24) extrahiert, die gewonnene RNA spektrophotometrisch bei 260 
nm / 280 nm quantifiziert, sofort weiterbearbeitet oder bei - 80° C gelagert. 



Auswahl der Oligonukleotidprimer:. Die in Abb, 1 aufgefiihrten Oligonukleotidprimer 
wurden derart ausgewahlt, dad sie unter Verwendung der Gesamt-RNA und der RT- 
PCR Methode in einem ersten Amplifikationsschritt die.gesamten phCG Transkripte 
P5, p8, p3 und auch p7, p6 in gleicher Effizienz darstellen. Die gewahlten Primer 1 
und Primer 2 schljefcen die pLH-Amplifikation wegen eines differenten Nukleotid- 
Tripletts aus. I'm folgenden nested PCR-Schritt wird unter Verwendung von Primer 3 
und Primer 2 das Transkript p5, p8, p3 und mit Primer 4 und Primer 2 das Transkript 
P7, P6 amplifiziert. 



Reverse-Transkription: 1 ug Gesamt-RNA wird in einem Reaktionsmix mit dem 
Gesamtvolumen von 5 pi nach der Standardmethode transkribiert: 10 mM Tris-HCI, 
H 8,3. 50 mM' KCI, 5 mM MgCI 2 , 1mM jedes dNTP (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), 200 
Oligo dT-Primer pdT15, 12,5 U RNAse Inhibitor, 2,5 U AMV-Revertase. 
Inkubation des Reaktionsge.miscbes fQr 10 min bei 25 °C (Hybrid isierung des Pri- 
mers), 30 min bei 42 °C (Reversetranskription).und 5 min bei 95 °C (Denaturierung 
der Revertase und des RNAse-lnhibitors) sowie AbkQhlen auf 4 °C. 




PCR-Amplrfikatiori der gesamten lihCG-Transkripte: Zum cDNA-Produkt wird im 
selben Tube der PCR-Mix von 20 pi im Gesamtvolumen von 25 pi fOr die Ampli- 
fikation des Gesamt-BhCG-Transkriptes zugegeben: Endkonzentration von 10 mM 
Tris-HCI, pH 8,3, 50 mM KCI, 1,5 mM MgCI 2f 200 pM dNTP, 5 pmol Primer 1, 5 pmol 
Primer 2 und 2,5 U Taq-DNA-Polymerase. Die Amplifikationsbedingungen sind nach 
vorheriger 3 min-lnkubation bei 95 °C dann 30 sec 95 °C, 30 sec 65 °C, 60,sec 72 °C 
ir 35 Zyklen mit abschlieRenden 7 min bei 72 °C und schnellem AbkQhlen auf 4 °C. 

Nested PCR nach der COP-Methode fur UhCG B7, B6- und ft5, R8, B3-Transkripte: , 

2 pi des 1:10.000 verdunnten PCR-Produktes werden zu einem Gesamtvolumen von 
20 pi in ein PCR-Mix mit dem Endvolumen von 10 mM Tris-HCI, pH 8,3, 10 mM KCI. 

3 mM MgCI 2 , 50 pM dNTP, 0,1pmol Primer 2, 0,1 pmol Primer 3, 0,1 pmol des 
Primers 4 und 2 U Stoffel-Fragment Taq DNA Polymerase zugefQgt. Die COP- 
Reaktion wird Qber 5 Zyklen an Thermozykler fOr je 30 sec bei 95 °C und 30 sec 

bei 65 °C durchgefQhrt. . 



Das erhaltene Prod'ukt enthalt die zwei Amplifikationsprodukte fllr phCG p5, p8, p3 
und p7, p6 mit je einem differenten Fluoreszenzmarker fur Primer 3 und Primer 4, 
und beide Transkripte enthalten zusatzlich einen dritten gemeinsamen Fluoreszenz- 
marker des Primers 2. 

FQr die Analyse am DNA Sequenzer (Perkin-Elmer-Modell 373A) werden 2,5 ul des 
Produktes mit 2 ul Loading buffer und 0,5 ul Genescan Size Marker und der Elpho 
•bei8.%Acrylamid,6MHarnstoffundTBE-PufferfDr1 Stunde unterzogen. 



I 



• Die Ergebnisse werden mit der GeneScan 672 Software (Perkin-Elmer) analysiert 
unter Verwendung der ermittelten Fluoreszenzen fur Gesamt-phCG-Transkripte und 
len p7, p7- sowie p5, p8, P3-Fragmenten. 
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Der Transkriptionsindex wird, wie bei Bellet. et al. (17) beschrieben, nach dieser 
Methode als Quotient von phCG p7, p6 zur Summe von phCG p7, pe und p5, p8, p3 
errechnet. 

Die vorgestellte Erfindung bringt eine Reihe wesentlicher Vorteile mit sich. Die erhal- 
tenen Ergebnisse gewinnen an Zuverlassigkeit, well es mehrere Ansatzpunkte fQr 
den Indikator gibt. Im Unterschied zu der bekannten technischen Losung, die aus- 
schlielSlich auf die Punktmutation 117 in Exon 3 abstellt, bezieht unsere LSsung E- 
xon 2 und ein Promotorgen ein. Unser Verfahren ermOglicht eine Unterscheidung in 
^sartige und in gutartige Tumore mit den gewCinschten Folgen fur einen Therapie- 
^isatz. Das basiert auf der Erkenntnis, daft der Grad der Bosartigkeit eines nicht- 
trophoblastaren Tumors durch die Anwesenheit von hCG p5, ps, p3 indiziert wird. 
Dessen Konzentration wird.im AusfObrungsbeispiel 1als Fluoreszenzwert ge- 
messen und zu hCG ^5, p8, p3 in Beziehung gesetzt, indem der. Quotient von 
hCG /?5, p8, P3 zur Summe von hCG 05, ps, p3 plus hCG £6, 07 gebildet wird. 
im AusfQhrungsbeispiel 2 wird die Anwesenheit von hCG p5, p8, p3 durch 
Real time-RT-PCR durch die Kopienzahl seiner Genexpressioh im Vergleich zur 
sequenzspezifischen phCG-Standardreihe wie auch von hCG p7, 06 absolut 
quantifiziert. 
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Zur Durchfuhrung des Verfahrens nach AusfQhrungsbeispiel 1 ist ein Testkit geschaf 
fen, der die folgenden Bestandteile enthalt: 



Reaktionslosungen 



Ingredenzien 




1. Primer 1 , ~~~ 

2. Primer 2 
3.. Primer 3 

4. Primer 4 

5. RT-Reaktionsmix 

. 6. Reverse Transkriptase 

7. . PCR-Reaktionsmix 

8. PCR-Polymerase 

9. nested PCR-Reaktionsmix 



nicht-markierter Primer 1 
fluoreszenzmarkierter Primer 2 
fluoreszenzmarkierter Primer 3 
fluoreszenzmarkierter Primer 4 
RT-Reaktionspuffer mit dNTPs, Oligo-pdT15, 
RNAse-lnhibitor fQr cDNA-Bildung 
Stammlosung fQr RT 
PCR-Reaktionspuffer 
Taq-DNA-Polymerase 
nested PCR-Reaktionspuffer 



Das Verfahren nach AusfQhrungsbeispiel 2 wird mit einem Testkit durchgefuhrt, der 
die folgenden Bestandteile enthalt: 



Reaktionslosungen 

— p rimer 1 



Ingredenzien 




2. Primer 2 ' 

3. Primer 3 

4. Primer 4 

5. RT-Reaktionsmix 

6. Reverse Transkriptase 

7. PCR-Reaktionsmix ! 

8. PCR-Polymerase 

9. nested PCR-Reaktionsmix 



nicht-markierter Primer 1 
fluoreszenzmarkierter Primer 2 , 
fluoreszenzmarkierter Primer 3 
fluoreszenzmarkierter Primer 4 
RT-Reaktionspuffer mit dNTPs, Oligo-pdT15, 
RNAseMnhibitor fQr cDNA-Bildung 
Stammlosung fur RT 
PCR-Reaktionspuffer 
Taq-DNA-Polymerase 
nested PCR-Reaktionspuffer 



Der mRNA-Quantifizierungskit fur phCG gene p5, p7 gestattet die hoch- 
empfindliche uhd spezifische Bestimmungder Genexpression von phCG im 
normalen und Tumorgewebe fQr die Diaghostik und Therapiekontrolle. 

Die mit den Methoden der Real time-RT-PCR amplifizierten spezifischen 
phCG P5- und phCG p7-Kopien konnen Qber einen breiten MeBbereich mit 
je einem Satz bereitstehender Kalibrationsstan'dards von phCG p5- und 
phCG p7-mRNA erfaBt werden. 



Sequenzprotokoll 
SEQ ID NO 1 



<110> Universitat Leipzig 

« * 

<120> Verfahren zum Erkennen vori Karzinomen 

. » 

<130> 

<160> 4 

<210> 1 

<211> 7 . . - 

<212> DNA 

<213> yffhCG ges 

<221> 

<301> Lindholm-Miller, A.K., Labenz, CJ.,.Ramey, J., Bedows, E .", Ruddon 
R.W:, 

<302> Human Chorionic Gonadotropin-R-Gene. Expression in First Trimaster 
Placenta 

<303> Endocrinology 138 (1997)5459-5465 
<304> 138 
<305> 12 

<306> 5459-5465 • 

<307> 

<308> 

<400> 1 

5-TCA CTT CAC CGT GGT CTC C -3-' 




SEQ ID NO. 2 

<110> Universitat Leipzig . ' 
<120> Verfahren zum Erkennen von Kaizinomen 

<130> .'• 

<160> 4 

<210> 2 
<211> 8 
<212> DNA 
<213> 0hCG ges 
<221> 

Lindholm-Miller. A.K., Labenz, C.J., Ramey, J., Bedows, E., Ruddon, 
R.W., ■'. 

Human Chorionic Gonadotrppin^li-Gene Expression in First Trimaster 
Placenta 

Endocrinology 138 (1997) 5459-5465 
138 

12 ' 
5459-5465 



2 



<301> 

<302> 

<303> 
■<304> 
<305> 
<306> 
<307> 
<308> 

<400> 



.5'- NED - TGC AGC ACG CGG GTC ATG GT -3* £hCG 



SEQ ID NO 3 



<110> Universitat Leipzig 

<120> Verfahren zum Erkennen;von Karzinomen 



<210> 3 

<211> .8 

<212> DNA 

<213> £hCG£5£8jff3 
<221> 

<400> 3 

5'- HEX- GGA CCA GTC AGA GGA GAG GG - 3' 



<130> 



<160> 



SEQ ID NO 4 



<110> 



Universitat Leipzig 



<120> 



Verfahren zum Erkennen von Karzinomen 



<130> 



<160> 



'4 



<210> 



<211> 



<212> DNA 




<213> * £hCG 07/26 
<221> 



<400> 4 . . '. 

5' 6FAM - AGA CCA CTG AGG GGA GAG GA - 3' 




Univerdtatsfrauenklinik der Uhiversitat Leipzig 
Forschungslabor Humane Reproduktion und Endokrinologie 



^ O O O 



'Transkriptionsstart AhCG 
LH4 G ** . C T 



I ■ 

C 



• CTT CAA TCC AGC ACT- TTG CTC GGG TCA CGG CCT CCT CCT GGC TCC 

CG6 CTT CAG TCC AGC ACT TTC CTC GGG TCA CGG CCT CCT CCT GGT TCC 

CTT CAG TCC AGC ACT TTC CTC GGG. TCA CGG CdT CCT CCT GGT TCC 



CG7 . _ 

-360 



LH4 A A T 

CG5 
CG6 



CCT GGT TCC 
-330 



CTC 

CAG GAC CCC ACC ATA GGC AGA GGC AGG CCT TCC TAC ACC CTA CTC CCT GTG CCT CCA GGC 
CAA GAC CCC ACC ATA GGC AGA GGC AGG CCT TCC TAC ACC CTA CTC TCT GTG CCT CCA GCC 
CG7 CAA GAC CCC ACC ATA GGC AGA GGC AGG CCT TCC TAC ACC CTA CTC TCT GTG CCT CCA GCC 
Endo CAA GAC CCC ACC ATA GGC AGA GGC AGG .CCT TCC TAC ACC CTA CTC TCT GTG Cci cS KC 



-300 



-270 



LH4 G 
CG5 TCG ACT AGT CCC TAG CAC 
CG6 TCG ACT AGT CCC TAA CAC' 
, CG7 TCG ACT AGT CCC TAG CAC 
Endo TCG ACT AGT CCC TAG CAC 



' A T 
TCG ACG ACT GAG TCT CTG AGG 
TCG ACG ACT GAG TCT CAG AGG 
TCG ACG ACT GAG TCT CAG AGG 
TCG ACG ACT GAG TCT CAG AGG 
-240 



TCA CTT CAC CGT* GG^'S^^SgC 
TCA CTT CAC CGT GGT CTC CGC 
TCA CTT' CAC CGT GGT. CTC CGC 

-210 



Primer 3 



C A 



LH4 C TC ' A C G 

rrt Zn ^ ^ G ° T 'BB&B&mmimHm&SBP ^GG GGC GCT CCG CTG AGC CAC TCC 

CG6 CTC ATC CT ( T GGC GCT AGA CCA CTG AGG GGA GAG . GAC TGG GGT GCT CCG CTG AGC CAC TCC 

CTC MC CTT GGC «* ^^S^WC TpG GGT GCT CCG CTG Jgc Sc TCC 



Endo CTC ATC CTT GGC K ^IT^K £5 3£ SS CCG CTG X SE £c 

-180 Printer 4 -150* 



11154 CT A G C C G A 

CG5 TGC GCC CCC CTG GCC TTG TCT ACC TCT TG- CCC CCG AAG GGT TAG TGT CGA GfcT CAC CCC 
CG6 TGT GCC TCC CTG GC Ci 5tg TCT ACT TCT CGC CCC CCG A^G GGT TAG TGT cIa GCT S£ TCC 
CGI TGT GCC TCC CTG GCC t!tG TCT ACT TCT CGC CCC CCG AAG GGT TAG TGT CCA Gc£ Sc TCC 
Endo TGT GCC TCC CTG. GCC TTG TCT ACT TCT CGC CCC CCG AAG GGT TAG TGT cS S Sc TCC 

" 120 -90 



IjH4 G TC 
CG5 AG- CAT CCT ACA ACC TCC 
CG6 AG- CAT CCT ACA ACC TCC 
CG7 AG- CAT CCT AGA ACC TCC 
Endo AG- CAT CCT ACA ACC TCC 



C 

TGG TGG CCT TGC CGC CCC CAC 
TGG TGG CCT TGC CGC CCC CAC 
TGG TGG CCT TGA CGC CCC CAC 
TGG TGG CCT TGC CGC CCC CAC 
-60 



TA TAA 

AAC CCC GAG GTA TAA AGC CAG 
AAC CCC GAG GTA TGA AGC CAG 
AAA CCC GAG GTA TAAl AGC CAG 
AAA CCC GAG GTA TAA AGC CAG 

-30 



hCG • leU 

T „ A ' roet glu met phe gin ***** Intron ******** 

ljrl4 A G \ T q 

CG5 GTA CAC CAG GCA GGG GAC GCA CCA AGG ATG GAG ATG TTC CAG GTA AGA CTG CAG 
CG6 GTA CAC CAG GCA 'GGG .GAC GCA CCA AGG ATG GAG ATG TTC CA6 
CG7 GTA CAC CAG GCA GGG GAC GCA CCA AGG ATG GAG ATG TTC CAG 
Endo GTA CAC CAG GCA GGG GAC GCA CCA AGG ATG GAG ATG TTC CAG - 

-1 +1 +15 



LH 

hCG *** *** *** .*** *** fll „ -I.,, - „ . . , ala' 

LH4 * gly l6U leU leu ^ .leu leu leu ser met gly gly thr trp ala 

ell ^ GGG CTG CTG ^ CTG TTG CTG CTG CTG AGC ATG GGC GGG ACA TGG GCA 

CG7 A 

E2ld0 C " TG CTG CTG ™* CTG CTG • CTG .AGC ATG GGC GGG ACA TGG GCA 

. +60 

1 30 ' ' 

LH arg trp his • i 60 

hCG ser iy S fflu go leu arg pro arg cys pro . ie lie ^ ^ ^ ^ 

CG5 . TCC AAG GAG COG CTT CGG CCA CGG TGC CGC CCC ATC AAT GCC ACC CTG GOT GTG GAG AAG 
CG7 A ATG C G ° 

Endo TCC AAG GAG ATG CTT CGG CCA CGG TGC CGC CCC ATC AAT GCC ACC CTG GCT GTG GAG AAG 

' +9 ° +120 

LH ■ 90 120 

hCG 9 lu gly cys pro val cys He thr val asn thr thr lie cys ala gly tyr cys p^thr 

CG6 ^ GTG TGC MC ACC GTC ACC ATC TGT GCC GGC TAC TGC CCC SH 

CG7 - 

Endo GAG GGC TGC CCC GTG TGC ATC ACC GTC AAC ACC ACC ATC TGT GCC GGC TAC TGC CCC ACC 

+15 ° ... +180 

141 

hCG met *** *** *** *** *** ... ... Intron _ _ ^ ^ _ ^ met 

CG5 HI GTG AGC. TGC CCG GGG CCG npp ™„ m TG 

CG6A ■ CCC CAC TCA CAC GGC TTC CAG faf 

CG6B CC 
Endo ATG CC 
+183 > ACC 

+186 

390 

LH Primer 2 . ala pro . " fc 417 . 

hCG arg val leu gin gly val leu pro ala leu p ro gin val val cys ITn tyr arg asp . . . 

CG| a SHmH»3 GGG GTC CTG CCG GCC CTG CCT .CAG GTG GTG TGC aJc TAC CGC GAT . . . 
CG6B q q A 

Endo CGC GTG CTG CAG GGG GTC CTG + CCG GCC CTG CCT CAG GTG GTG TGC AAC TAC CGC GAT . . . 



4% 



u o o 



oat j j co: o j;o 



Primer 1 
Ges.fthCG 



Intron 



Primer 2 
Ges.fihCG 



iHHSii 



Intron 




Primer 3, B5H8(13 
Primer 4, B7H6 



RhCGgesamt, 423 bp 



RT-PCR 



IJhCG' liSRSaS, 388 bp 



lihCG &7R6, 388 bp 




tail fSlS^BP 




nested PCR 



nested PCR 



Fluoreszenzmarker: * NED, ** HEX, ***6-FAM 
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Primer 1: * 5'- 



TCA CTT CAC CGT GGT CTC C - 3' phCG ges, 



Primer 2: 5' - NED - TGC AGO ACQ CGG GTC AJG.GT - 3' phCG ges. 
Primers: 5'- HEX - GGA CCA GTG AGA GGA GAG-GG -3' . phCG P 5 P 8 (33 



rimer;4: 5* - 6FAM - AGA CCA CTG AGG GGA GAG GA -.3' phCGpype 




Patentahsprtiche 

1 )Verfahren zum, Erkennen von Karzinomen, dadurch gekennzeichnet, daft 
, einem Patienten Gewebe entnommen Wird, 

dieses nach einer Homogenisierung einer Trizol-RNA-Extraktion unterzogen wird, 
sich eine RT-PCR am Thermpcycler mit 
einem fluoreszenzmarkierten Primerpaar anschlieftt,. 
die Gesamt-R-hCG-Expression Qber Exon 1 , Exon 2, Exon 3 erfaftt wird, 
sich eine nested PCR mit fluoreszenzmarkierten. Primern jeweils fOr den 
p7, p6- und den p5, p8, p3-Anteii anschlieBt, 
das cDNA-Amplifikatfluoreszenzvermessen wird,, 
die Messwerte in Beziehung gesetzt werden durch den Quotienten aus 
hGG p5, p8, p3 und hCG P7, P6 plus hCG p5, p8, p3, 
wozu die software von Genescan benutzt werden kann. 

r 

2) Verfahren zum Erkennen von Karzinomen, 
dadurch gekennzeichnet, dafc einem Patienten Gewebe entnommen wird, 
dieses nach einer Homogenisierung einer Trizol-RNA-Extraktion unterzogen wird, 
sich eine Real time-RT-PCR mit den Methoden SYBR Green I, TaqMan, 
FRET oder Beacon, anschliefit, . 

die Gesamt-phCG.EXpression Qber Exon 1 , Exon 2, Exon 3 sowie die 
Expression der phCG-spezifischen p7, p6- und p5, p8, p3-Anteile mit 
Real time-RT-PCR in absoluter Quantifizierung der Kopienzahl in Bezug 
zur internen phCG-Kalibratoren erfalSt wird, 

die MeBwerte in Beziehung gesetzt werden zu normalem und neoplastischen 
Gewebe, 

wozu die Software der Real time-RT-PCR benutzt werden kann 

/' • " " . 

3) Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, daft die fluoreszenzmarkierten Primer 1 bis 4 
entsprechend Sequenzprotokoll SEQ ID NO 1 bis NO 4 eingesetzt werden. 





4) Verfahren nach den Ansprtlchen 1) und 3) dadurch gekennzeichnet, daft die 
Primer nicht begrenzt sind auf diese genannten Primer vom Exon 1 des phCG-Gens. 

5) Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daft nichtmarkierte Primer 1 
bis 4 entsprechend Sequenzprotokoll SEQ ID NO 1 bis 4 eingesetzt werden. 

6) Verfahren nach den Ansprtlchen 2 und 5, dadurch gekennzeichnet, daU die Primer 
nicht begrenzt.sind auf diese. genannten Primer vom Exon 1 des phCG-Gens. 

7) Verfahren nach Anspruchen 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB zum Nachweis 
von Uteruskarzinomen einer Patientin Gewebe von Endometrium oder Zervix ent- 
nommen wird. 

r 

I ' 

8) Verfahren nach Anspruch 1 zum Erkennen von Chorionkarzinpm dadurch ge- 
kennzeichnet, dad die Fluoreszenzwerte fQr die Genexpression des phCG P5 und 
phCG 07 ermittelt werden, der Quotient von phCG p7 durch die Summe von phCG 
P5 und phCG p7 gebildet wird und die Hohe des Quotienteh den Grad der BQsartig- 
keit des Tumors erkennen ISsst. 

9) Verfahren nach Anspruch 2 zum .Erkennen von Chorionkarzinom, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi nach dem beschriebenen Verfahren der Real time-RT-PCT 
unter absoluter Quantifizierung der mRNA-Expression von phCG P 5 und phCG P 7 
im Tumorgewebe das Karziriom erkannt wird. 

10) Verfahren zur Prognose von Karzinomen nach Anspruch 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, dali im Falle eines Colonkarzinoms, Mammakarzinoms oder Prostata- . 
karzinoms oder weitere Karzinome der Quotient von phCG p? durch die Summe von 
PhCG P7 und phCG p 5 gebildet . wird und die Aussage getroffen wird, dad sich mit 
wachsendem Quotienteh die Oberlebenschance des Patienten minder! • 




11) Testkit fQr ein Verfahren zum 
net, dafc er folgende Bestandteile 
7 

Reaktionsfosungen 

1. Primer 1 
2... Primer 2 

3. Primer 3 

4. Primer 4 

5. RT-Reaktionsmix 
*• .* * 

.6. Reverse Transkriptase 

7. PCR-Reaktionsmix 

8. PCR-Polymerase 

9. nested PCR-Reaktionsmix 
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Erekennen von Karzinomen, dadurch gekennzeich 
enthait: 



Ingredenzien 

nicht-markierter Primer T 
fluoreszenzmarkierter Primer 2 
fluoreszenzmarkierter Primer 3 
fluoreszenzmarkierter Primer 4 
RT-Reaktionspuffer mit dNTPs, Oligo-pdT15, 
RNAse-lnhibitor fQr cDNA-Bildung 
Stammlosung fur RT . 
PCR-Re'aktionspuffer 
Taq-DNA-Polymerase 
nested PCR-Reaktionspuffer 



12) Testkit zur Durchfuhrurig eines Verfahrens zum Erkennen von Karzinomen da- 
durch gekennzeichnet, daR er folgende Bestandteile enthalt: 



ReaRtionsl6sungen Ingredenzien 



1. Primermix A (phCG p5) 

2. Primermix B (phCG p7) 

3. RNA Kalibrator (phCG p5) 

4. , RNA Kalibrator (phCG p7) 

5. RT-Reaktionsmix 

6. Reverse Transkriptase 

7. PCR-Reaktionsmix 



Primer 3 und Primer 2, peide unmarkiert " 
Primer 4 und Primer 2, beide unmarkiert 
Stammlosung oder funf Kopzentrationen 
mit logarithmischer Kopienzahl 
Stammlosung oder funf Konzentrationen 
mit logarithmischer Kopienzahl 
RT-Reaktionspuffer dNTPs, Oligo pdT-15, 
RNAse-lnhibitor fur cDNA-Bildung 
Stammlosung 

PCR-Reaktionspuffer mit SYBR Green- 
oder Hybridisierungsmix 



• 5 c. -> ° r ^ & J v; 
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1 3) Verwendung des Testkit nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dafc 
das Verhaltnis von phCG p5- Genexpression zur Gesamt-Genexpression von phCG 
P7 und phCG p5 durch nested PCR-Amplifikation von verschieden fluoreszenzmar- 
kierten phCG p5- und phCG p7- Produkten nach vorausgegangener RT-PCR der . 
Gesamt phCG-Expression vermessen wird und die phCG-Genexpression dabei je- 
weils uber Exon 1 , Exon 2 und Exon 3 erfalJt wird, wobei die Fluoreszenzmessung 
am DNA Sequencer ABI 373A erfolgt und die quantitative Auswertung mit der Soft- 
ware Genescan 672 Fragment Analysis durchgefQhrt wird. 
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Zusammenfassung 
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Die Erfindung betrifft e.in Verfahren zur Diagnose von Karzinomen, insbesondere 
yon Uteruskarzinomen. Die Aufgabe besteljtf im Schaffen eines aussagesicheren 
und reproduzierbaren Verfahrens. Die Aufgabe wird gelost, indem. die mRNA- 
Expression von phCG-Untereinheitengruppen Typ II (phCG P5, p8, p3) und Typ I 
(PhCG P7, p6) im Gewebe der Patienten de'rart vermessen wird, dafi der Quotient 
von p5, P8, P3 durch p7, pe plus p5, p8, P3 gebildet wird, wobei ein Wert nahe 1 
neoplastisches Gewebe indiziert. 

• . ■ : : ! • . 
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Ebenso kann die Aufgabe durch die Erfassiing der absoluter Kopienzahlen fur 
die Genexpression v Q n phCG p5, p8, p3- urjd phCG p7, p6-Amplifikaten durch 
quantitative Real time-RT-PCR im Tumorgewebe gel6st werden. 



hCG (humanes Choriongonadotropin) 
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